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@ Verfahren zur Fruherkennung, zur Erkennung des Schweregrads sowie zur therapiebegleitenden 
Verlaufsbeurteilung einer Sepsis sowIe Mittel zur Durchfuhrung des Verfahrens 



7) Verfahren zur Fruherkennung. zur Erkennung des Schwe- 
r grads sowie zur therapiebegleitenden Verlaufsbeurteilung 
Iner Sepsis, bei dem man in einer Probe einer biologischen 
Flussigkeit eines Patienten den Gehalt des Peptids Procalci- 
tonin und/oder eines daraus gebildeten Teilpeptids, das 
nicht das reife Calcitonin ist, bestimmt und aus der festge- 
stellten Anwesenheit und Menge des bestimmten Peptids 
auf das Vorliegen einer Sepsis, ihren Schweregrad und/oder 
den Erfolg einer therapeutischen Behandlung zuruck- 
schlieBt. 
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Beschreibung 

Die Erfmdung betrifft ein Verfahren zur Sepsisdiagnose, und zwar insbesondere zur Fruherkennung und zur 
Erkennung des Schweregrads einer Sepsis sowie zur begleitenden Oberwachung des tiierapeutischen Erfolgs 
einer Sepsisbehandlung. das auf der neuen Erkenntnis beruht, daB ein bestimmtes, an sich bekanntes Peptid 
sowie ggf. bestimmte seiner Fragmente zuverlassige, in hohen Konzentrationen auftretende und relativ etnfach 
nach klassischen Nachweistechniken bestimmbare Biomarker fur derartige Erkrankungen darstellen. 

Unter dem Begriff "Sepsis", wie er in der vorliegenden Anmeldung verwendet wird, werden im Einklang mit 
einer moderneren Auffassung von dieser Erkrankung Krankheitsbilder zusammengefaBt, bei denen in der Regel 
Fieber, Leukozytose, BewuBtseinsveranderungen. ein hyperdynamischer Kreisiauf ("warmer Schock") und em 
hypermetabolischer Zustand, meist als Foige der Invasion normalerweise sterUer Gewebe durch Mikroorganis- 
men, beobachtet werden. wahrend der fruher als charakteristisch fur eine Sepsis angesehene positive Nachweis 
von Erregern im Blut in seiner Bedeutung fur die Diagnose "Sepsis" zuruckgetreten isL . - ■ 

In klinischen Studien konnte nSmlich gezeigt werden, daB die Prognose von Patienten mit Sepsis nicht vom 
AusmaB einer Infektion, insbesondere bakteriellen Infektion. sondern vom Schweregrad der septischen Reak- 
tion des Organismus abhangt (vgl. G. Pilz, S. Fateii-Moghadam und K. Werdan in: Krankenpflege-Journal 29 
(1991), S. 483—492 und darin zitierte Literaturstellen). Zur Sepsisbeurteilung werden daher heute zusStzlich zur 
positiven Blutkultur bzw. an deren Stelle verschiedene Laborparameter und hamodynamische Parameter ermit- 
telt und zur Diagnosestellung und Verlaufsbeurteilung herangezogen, ggf. unter Anwendung von computerge- 
statzten sog. Score-Systemen wie dem in der obigen Literaturstelle beschriebenen Apache (Acute Physiology 
and Chronic Health Evaluation) Il-Score. Es ist jedoch noch kein als zuverlassiger Biomarker geeigneter 
Einzelparameter bekannt, dessen Bestimmung fur eine Sepsisdiagnose eine hohe Aussagekraft aufweist AUe 
bisherigen Parameter weisen entweder eine unzureichende Spezifitat auf oder gestatten keine zuverlSssige 
Beurteilung des Schweregrads einer Sepsis und keine Therapieuberwachung, und zusatzlich ist die Bestimmung 
von Substanzen wie dem Tumornekrosefaktor (TNF) oder von Interleukinen wie dem Interleukin 6 (IL-6) zu 
kompliziert, kostenaufwendig und/oder zeitaufwendig fur eine Bestimmung am Krankenbett 

Es besteht daher weiterhin ein dringender Bedarf nach einem zuverlassigen, relativ einfach zu bestimmenden 
Biomarker, dessen qualitative und insbesondere quantitative Bestimmung einen hohen Aussagewert fOr die 
Diagnosestellung und die Verlaufsbeurteilung bei Sepsis hat 

Es ist Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren zur FrQherkennung und zur Erkennung des 
Schweregrads einer Sepsis zu schaffen, bei dem auf auch unter klinischen Verhaltnissen praktikable Weise ein 
neuer Biomarker bestimmt wird, dessen Bestimmung fur die Diagnosestellung und Verlaufsbeurteilung einer 
Sepsis hochrelevante Ergebnisse liefert 

Diese Aufgabe wurde durch ein Verfahren und ein Mittel gemSB den PatentansprQchen 1 bzw. 12 gelOst Die 
Erfindung beruht auf der uberraschenden Erkenntnis, daS das als solches bekannte Peptid Procalcitonin sowie 
ggf. gewisse seiner hohermolekularen Spaltprodukte hochrelevante Biomarker fur Sepsis darstellen und ihre 
Konzentrationen in Proben von biologischen Flussigkeiten von Patienten mit hoher Aussagekraft SchlQsse auf 
den Schweregrad einer septischen Erkrankung erlauben und damit wertvoUe Parameter fur die Verlaufsbeurtei- 
lung und Therapieuberwachung bei Sepsis darstellen. 

Die Moglichkeit einer Sepsisdiagnose unter Bestimmung des Peptids Procalcitonin ist deshalb von groBem 
praktischem Interesse, weil andere bekannte, bei Sepsis auftretende mogliche Biomarker wie bestinimte Cytoki- 
ne (Interleukine, TNF) normalerweise nur in sehr geringen Konzentrationen vorkommende, instabile MolekQle 
darstellen, deren Bestimmung als solche fur eine Routinediagnostik am Krankenbett viel zu kompliziert und 
arbeitsaufwendig und damit kostenaufwendig ist. Wie gemaB der vorliegenden Erfindung - und im Hinblick auf 
das bisherige medizinische Wissen vollig uberraschend — festgestellt werden konnte. ist bei einer Sepsis der 
Procalcitoningehalt auBerordentlich erhoht, so daB Konzentrationen im ng-Bereich (uber 1 ng. insbesondere 
uber 10 ng bis zu 500 ng und mehr pro ml Serums- oder Plasmaprobe) erhalten werden, wahrend bei gesunden 
Personen mit den bekannten Verfahren zur Procalcitoninbestimmung kein Procalcitoningehalt feststellbar ist 
(Konzentrationen unter 0,1 ng/ml Probe). Gleichzeitig werden bei Sepsis gemaB der vorliegenden Erfindung 
keine erhohten Calcitoninkonzentrationen beobachtet, was deshalb bemerkenswert ist. weil Procalcitonin bisher 
in der Regel als Calcitoninvorlaufer angesehen wurde, dessen Auftreten auch zu einer Calcitoninbildung fOhrt. 

Das bei dem erfindungsgemaBen Verfahren zu bestimmende Peptid Procalcitonin und seine ggf. auftretenden 
proteolytischen Spaltprodukte sind bekannt, und es sind auch schon fur eine quantitative und qualitative 
immundiagnostische Bestimmung geeignete Bestimmungsverfahren bekannt 

Procalcitonin ist ein Peptid aus 1 16 Aminosauren, von dem bisher bekannt war, daB es als Zwischenstufe der 
zur Bildung des Peptidhormons Calcitonin fuhrenden TranslationZ-Expression eines bestimmten Gens (CALC-1) 
in einer Reihe von Geweben, insbesondere den thyroidalen C-Zellen und in Tumorgewebe, als Vorlaufer von 
Calcitonin auftritt, wobei dieses Ursprungsgen (CALC-1) auBer der Bildung von Procalcitonin auch noch die 
Bildung eines zweiten, vasoaktiven Peptids steuert das als proCGRP (procalcitonin-generelated peptide) be- 
zeichnet wird und sich in seiner Lange und im Sequenzbereich der Aminosauren 51 bis 116 des Procalcitonins 
deu tiich von diesem unterscheidet (vgl. J.BiolChem. (1 986), 261 , 3 1 , S. 1 4386 - 1 439 1 ). 

GemaB dem bekannten Wissen ist Procalcitonin ein proteolytisches Abbauprodukt des durch eme bestimmte 
Art der Genexpression des Gens CALC-1 erzeugten primaren Proteins Pra-Procalcitonin und unterliegt in den 
bisher bekannten Fallen seines Auftretens in der Rege! einem weiteren stufenweisen Abbau unter Freisetzung 
von reifem Calcitonin, das einer Sequenz von 32 Aminosauren (Aminosauren 60 bis 81 des Procalcitonins) 
entspricht Dabei werden zuerst u. a. zwei groBere Peptide gebildet, die als N-Procalcitonin-(l-57)-peptid und 
C-Procalcitonin-(60-1 16)-peptid bezeichnet werden konnen, wobei das letztgenannte Peptid dann weiter zu den 
Hormonen Calcitonin und zu dem als Katacalcin bekannten Peptid gespalten werden kann (Biochem. J. (1988) 
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256. 245-250; und Cancer Research 49. 6845 - 6851. 1989X Aus J. BioL Chem. 226, 36, S. 24627 - 24631 ist in 
C^en thvroS^^ If Literaturstellen beschri;benen ProcScUon n n 

humanen thyroidaJen C-ZeHen auch eine Vanante des Procalcitonins gebUdet wird, die sich von ersterem durch 
die etzten 8 Aminosauren des C-Terminus unterscheidet Auch dieses Peptid ist als -Trocalcitonin^m sLe der 
vorhegenden Erfmdung anzusehen, da die bei der Entwicklung der vorliegendeTESTang^^^^^ , 
mund.agnost.schen Bestimmungsverfahren derzeit keine UnteLheidung der be?den ProilcitS ^o^^^^ ' 
der und von evtL anderen nahe verwandten Peptiden ermoglichen. 'Trocalcitonin" im S°Se de? vorSende^^ 
bet"hri^"b'en1 amTxer^^^^ mehrere Peptide, die das bekannte Molek™ ProSdto dif oben 

beschnebene, am C-Terminus eme davon abweichende Aminosaurezusammensetzung aufweisende Variante 
davon sowie ggf. we.tere existierende Varianten mit einer vergleichbaren Reaktivitat in S zTihrL R^Tr!^ 
Sf f ^«l«ktiven immundiagnostischen BestimmLgsverfahren un^^Fassen^^^^^^^^^^ dem '° 

cTofreS"^^^^^^^^^^^ 

ren'^wte'S^SlTdS'^^^^^^^ Aminosauren oder mehr. insbesondere 1 16 Aminosau- 

gy,VoL141,S.3156-3163:J.Endocr (1988)71^8 351-^^^^ 

h^^t;?J'"'^ Bestinimung vonpicitoninvorlaufem wie Procalcitonin und C-Procalcitonin-f60-l ISVoeDtid wurde 

laBt sich dieses bekannte Verfahren direkt r^Hi! „n.l v ^""^ das erfmdungsgemaBe Bestimmungsverfahren 
Immunol, Vol Ml S 3r56l1l« N^^^^^ Basis der Offenbarung in J. 

Ge^hSt'^slr^rJ^^^^^^^^^^ 

Voraussetzung.daBdieStabilitaten beider PemS ^^'"^^ ""^^^ ^er 

zentration desWald.ols iX Pro2e ^ vergle.chbar smd. emen Wert fur die Ausgangs-Gesamtkon- 50 

s.=ndeni„kei„frBe.iehu™8Spl3tkS^^^^ Sep»paue„,.„, und ihre Erkrankungen 

konnte. war klar. daB im Falle von sSda^ des Procalc.tonmsp.egels festgesteilt werden 
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ausreichender Empfindlichkeit und Spezifitat exisueren oder ^"^J'J^^^J^^^^^^^ in Serums- oder 

° N^thriglnt^^^^^^ erfindungsgemaBe Verfahren anhand von klinischen Daten. die die Reievanz der von 
ihm gelieferten Aussagen belegen. noch naher erlautert 6845-6851. 1989 beschriebe- 

50 Alle Procalcitoninbestimmungen erfolgten dabei nach dem in Cancer Res. 49. S. 6845 ^"^^ • ' ^ ^ 
nen Verfaliren zur Bestimmung von Procalcitonin unter Verwendung der monoklonalen AntikSrper l^«-ui una 
CT21 (S.O.). 

1 . Bestimmung der Procalcitoninspiegel bei Kindern, die aus verschiedenen Griinden im Krankenhaus behandelt 



Es wurden die Procalcitoninspiegel (pCT) verschiedener Gruppen von Kindern bestimmt. die aus verschiede- 
nen Grunden in einem Krankenhaus behandelt wurden. 

DieErgebnissesindinTabellelzusammengefaBL n u-c i an ncr/ml erhalten wurden 

Es ist zu erkennen daB bei Sepsispatienten pCT (Procalcitomnspiegel) bis 180 ng/ml erhalten wuroen 
wahrend die DCT^^wJrtf^^^ "laximal auf 2 ng/ml anst.egen und nur be. sehr 

rchw'en Vtok^^nK^ des Darms und der Leber bis auf Werte von 16 ng/ml und .n e.nem Falle b,s 35 
ng/ml anstiegen. 
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APATHR II -Score 


Tag 1 1 

26 ± 1 
28± 2 


Tag 2 1 

24 ±2 
31 ±2 


Tag 3 1 

23 ±3 
31 ±2 


Tag 5 

16 ± 1 
29 ±3 


Responder (n=ll) 
Vnn-'^'":p"ncJci- (n=9) 


Responder Cn=liJ 
Non-Re«;ponder (n=9) 

T.etalitat 

Responder (n=ll) 
Non-Responder (n=9) 


r ^1 

87±33n 
259 ±56 J 


87 ± 37 1*" 
278 ±61-1 


l64±41n 
214 ±68 J 


^22±7 \ 
181 ± 66-' 


^Is^ 



1p<0,05 (M-W) ^P<0,05 (Wilcoxon) 3p<o,05 (Chi^) 

pCT-SpiegelmitderBesserungdeskhmschen Zustandss^^^^^ erkennen. daB bei den 

Non-Respondernd.eAusgangs-pCT-Spiege erhebu^^^^ ILScores geben die pCT-Werte die 

schwerer erkrankt waren. » Vl^cSeLfserSLS e^^^^^^^^^ ^i«der. was auch durch d.e Zahlen far 

unterschiedlichen Schweregrade der Sepsiserkrankung erneo 

in einem Falle konnje ein If f,^" korrigim werden, wobei »ch 

Patentanspruche 

laufsbeunrilung einer Sepsis, ^^^^ ^^^^^ „„ T="r'l?''i™ 

keit etaM Patienten den Gehalt des PepUds '^'^^f,^"" ",j,|,e„ Anwesenheit und Menge des bestmmten 

N.ProcalcitonM^57)-peptldund/oderdMC-P^ocal^^^^^^^ 

3. Verfahren nach =inem der A^P^'^e 1 «ier 2 dadure^^^^^^ Amik6rp.rs oder emer 

»rrsef;=SK^^^^^ 

4. U™5f;^nS=hAnspn,cH3dadurch«^^^^^^^^^ 

ometrischen Assays bestimn.1. be, dem Bmde" ^^^^ I^^Tr aSe" Region bindet als der zur Mark erung 
,erAn.ik6rperverwer,de.«^^^^^^^^^^ 

^ :eren;^r?L^.;s.™;tr„^^ 

tr^rn'^n^ra^^^^^^^^^^ 

ProcalciloninmolekOl in einer anderen >»'e,.eren «8'°n Dinaet Procalcitonin mil Hillt 

'■■^'•''rnomtrS"nts^yTre— '^^^^ 
« SirP^ISn'Sw'lSioProca.^^^^^^^^^^^^ p_„,„„,„ eyes 

Lr:Sisrn;;si^;r?es.™^^^^^^^^^^^^ 
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Procalcitonin sowiedas N-Procalcitonin-(1.57)-peptid erkennt 

erhahKrCalcitoainspiegelMeilt ' Diajnose Sspsis bsi Jehlendem Nachweis 

^^^^^ 

ssfdrs^^sSaiiir^rix"^^^ 

Sr,XSr°dt"£A'^;Sdi^^^^^^^^ u„d Procaleitonta i„ einer Region 

Hilfssubstanzen. uungsregion aes Oder der ersten Antikorper(s) unterscheidet. sowie ubliche 
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